











　　　 J774.1　cells　were　cultured　for　16　hours　in　10%FBS　 containing　RPMI1640　 medium
in　96-well　microplates　at　1×106/ml(0.2　ml/well).　Following　this,　a　heat-killed　C .albi-
cans　suspension　was　added　and　cells　were　cultured　for　an　additional　24　hours.　Levels　of




















内な どに常在す る真菌で病原 性 は弱 い と され てい



















よ び 細 胞 質 内 に 存 在 す るToll-like　receptor
(TLR)によって感染微生物の病原因子 を認識 して,
さまざまなサイ トカイ ンを産生 す る6,9,10)。した
がって,侵 入 したC.albicansをTLRによって
認識 した 好 中球やマクロファージもサイ トカイ
















細菌 感染 に対す る炎症性 サ イ トカ イン産生 を
bisphosphonatesが増強することも明らかにして









　C.albicansは,口腔 カ ンジダ症 の マ ウスモ デ
ル を使用 した実験 で病 原性 を発揮す る ことが明 ら
かに され て い るOH-1株 を使 用 した1,4，7)。　OH-1株
を37℃好気 条件 下 で サ ブ ロ ーデ キ ス トロ ース培
地(BD　Biosciences,　Franklin　Lakes,　NJ,　USA)
に よ って培 養 した。16時間 培養 後,遠 心 分離 に
よ って培養 上清 を取 り除 き,そ こにphosphate-
buffered　saline(PBS)を加 えて5×108/mlになる
よ うに調整 した。 そのPBS溶 液 を95℃30分加熱
処理 した もの をC.albicans菌体 の 原液 と して,
10%FBS(Biowest,　Nuaille,　France),100　U/ml
ペニ シ リンおよび100μg/mlストレプ トマ イシ ン
(Gibco,　Invitrogen,　Carlsbad,　CA U.S.A.)含有
RPMI1640培地(Sigma,　St.　Louis,　MO,　U.S.A.)
で希釈 して任 意の菌 数に調整 して,実 験 に使用 した。
　 また,C.albican培養液 か ら通法 に従 って抽 出
したマ ンナ ン17)をPBS中に10mg/mlの濃 度 に調
整 して原 液 として,そ れ を上記 と同様 の10%FBS
含有RPMI1640培養液 で各種濃度 に調整 した。
　 2.LipidAの調 整
Escherichia coliのlipidAの構造 と同様 な もの
を合成 した合成lipidA(ペプチ ド研究 所,大 阪)
をdimethyl　sulfoxide(和光 純 薬,大 阪)中 に
lmg/mlの濃 度 に調整 した もの を原液 と した18)。
そ して,上 記 の10%FBS含有RPMI1640培養 液
で使用 す る濃度 に調整 した。
　 3.マ ウスマク ロファージ様細胞J774.1細胞
　 マ ウスマ ク ロフ ァージ様細 胞J774.1は,東北
大 学加 齢 医 学研 究 所 医 用細 胞 資 源 セ ンタ ー(宮
城)か ら分 与 され た。 細 胞 は,10%FBS含 有
RPMI1640培地 を用 い て,37℃,5%CO2-95%
湿空 気中で継代 培養 を行 った もの を実験 に使 用 し
た14,15)。
　 4.J774.1細胞 か らのサ イ トカイ ン産生 の誘導
　 J774.1細胞 は,96　wellマイ ク ロプ レー ト(BD
Biosciences)を使 用 して5%CO2 37℃条件下 で培
養 して,各 種 サ イ トカイ ン産生 を調べ た。 具体的
には,細 胞 を10%FBS含 有RPMI1640培養液 中
に浮 遊 させ て1×106/mlとした もの を各wellに
200μl分注 し,37℃,5%CO2-95%湿空気 中で
16時間培 養 した。 そ の後,無 血 清RPMI　1640培
地 で細 胞 を1回 洗浄 し,C.albicans加熱死菌液,
も しくは対 照の 培養 液 を各wellに200μl加えて,
24時 間 培 養 し た。C.albicansの菌 量 は
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multiplicity　of　infection(MOI)1,　MOI　10,　MOI
100の3種 類 の 濃 度 に な る よ う に し た 。
　 ま た,一 部 の 実 験 で はC.albicans加熱 死 菌 液
の 代 わ り に マ ン ナ ン,も し く はLipidAを サ イ ト
カ イ ン産 生 誘 導 物 質 と し て 用 い た 。
　 5.各 種 サ イ トカ イ ン の 測 定
　 J774.1細胞 を 培 養 後 に 遠 心 分 離 を 行 っ て 培 養 液
を 回 収 し,含 有 さ れ る サ イ トカ イ ン 量 を マ ウ ス
ELISAキ ッ ト(eBioscience,　CA,　USA)を 使 用
し て,マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー(モ デ ル680;
Bio-Rad　Laboratories,　Inc.,　Hercules,　CA,
USA)で 測 定 し た 。
　 測 定 し た サ イ ト カ イ ン はinterleukin-1β(IL-
1β),interleukin6(IL-6),　 monocyte
chemoattractant　protein-1(MCP-1)の3種 類
で あ る 。
　 6.統 計 処 理
　 統 計 処 理 はone-way　 analysis　of　varianceを
用 い た 分 散 分 析 の 後,Bonferroni　or　Dunn
methodによ る 多 重 比 較 検 定 を 行 っ た 。
果結
C.albicans加熱 死 菌 の 量 的 変 化 に よ るJ774.1細胞
の 炎症 性 サ イ トカ イ ン産生 誘 導
(A)IL-1β,(B)IL-6,(C)MCP-1.平均 値 ±SEを示 す
**P<0.01,compared　with　medium　alone.
図1
　 3.C.albicans由来 マ ンナ ンによ るサ イ トカ
　 　 イン産生 の誘導
　 C.albicans加熱 死 菌 体 の い か な る成 分 が,
J774.1細胞 のサ イ トカ イン産生 を誘導 す るか を調
　 1.C.albicansによるサ イ トカ イン産生 の誘
　　導
　C.albicans加熱 死 菌 をJ774.1細胞 にMOI　10
以上 の濃 度 で添 加 して24時間培 養 す る と,加 熱
死菌 を加 えない場合 と比較 してIL-1βの有意 な
産 生 は 認 め ら れ な か っ た。 し か し,IL-6と
MCP-1の産生 は有 意 に増加 した(図1)。
　結果 には示 さないが,IL-1βは培養 時間が6時
間および9時 間で あって も有意 な産生 が認め られ
なかった。
　 2.LipidAによ るサイ トカイ ン産生の誘 導
　TLR4リ ガ ン ド のlipidAをJ774.1細胞 に
100ng/mlの濃度 で添加 して,24時間培養 した(表
1)。LipidAを添 加 した場合 は,し ない場 合 と比
較 してIL-6,　MCP-1およ びIL-1βは有 意 に 高
い産 生 を示 した。一 方,C.albicans加熱死 菌 を
MOI　10で加 えて培養 した場合,　lipidAの場合 と
は異 なって図1と 同様 にIL-6とMCP-1は有意 に




べ た。C.albicansの細 胞壁 に由来 す るマ ンナ ン
を図2に 示 す濃 度 でJ774.1細胞 に添 加 して,24
時間培 養 した(図2)。 しか し,マ ンナ ンに よ る
サ イ トカイ ン産生誘 導 は認 め られ なかった。
表1　 C.albcans加熱 死 菌 とlipid　Aの 比較.
　 　 平均 値 ±SEを 示 す.
　 　**P<0.01,compared　with　medium　alone.








　微生物 感染 に伴 って宿主細 胞 か ら産 生 され るサ
イ トカ インは,宿 主の感染 防御機能 を大 き く左 右
す る19～21)。C.albicansの菌 体 は,マ ウ ス マ ク ロ
フ ァージ様細 胞 で あ るJ774.1細胞 か らのIL-6お
よびMCP-1の 産生 を誘 導す る こ とが 明 らかに さ
れ た。 しか し,至 適培養 条件下 にお ける産生 量 は
MCP-1がIL-6より も約200倍以 上高 い値 を示 し
た。 一方,グ ラム陰性 菌 の細胞壁成 分 でTLR4の
リガ ン ドと して作用 す るlipidAではC.albicans
菌体 と異 な り,MCP-1とIL-6の産 生量 に大 きな
差 が認め られ なか った。 この結果 か ら,実 際 のC.
albicansの感 染 にお いて もMCP-1の高 い産生 が
起 きてい る可 能性が考 えられ る。
　LipidAはC.albicans菌体 と異 な り,　MCP-1
に比較 す る と低 い産生 量で はあ るが,IL-1βの有
意 に高い産生 を誘導 した。IL-1βは,微 生物 感染
の 際に リンパ 球の活性 化す る他,肝 臓 に作 用 して
急性 期 タンパ クの産生 を誘導す ることで感 染防御
に重 要 な役割 を担 うサ イ トカイ ンで あ る22)。その
ため,IL-1βがC.albicans感染 の際 に宿主 で産
生 され ない ことは,感 染防御 に とって マ イナ スと
なる可能性 も考 え られ る。
　 C.albicans菌体 に よ って,多 量 に産生 され る
MCP-1が病 態 に及 ぼす 影響 は以 下 の よ うな こ と
が考 えられ る。C.albicansに対す る感染 防御 は,
細胞 性免疫 が主 体 をな してい る23)。この細胞 性 免
疫 に対 してMCP-1が 抑 制 的 に作 用す るの で あれ
ば,MCP-1産生誘 導作用 はC.albicansの病原 因
子 の一つ にな ると考 えられ る。
　細 胞性免疫 において中心 を担 うの は,ヘ ルパ ー
T細 胞 の1型 で あるTh1細胞 で あ る20，21,24,25)。ヘル
パ ーT細 胞 はTh1細胞 と2型 の ヘル パ ーT細 胞
で あ るTh2細胞 に大 別 され,未 分化 ヘ ル パ ーT
細胞 が この2つ の細胞 に分化 す る。 どち らの細胞
に分化す るか は,そ の場 に存在 す るサイ トカイ ン
の種 類 に大 きな影響 を受 け る20，21,24,26)。MCP-1が
図2　 C.albicans由来 マ ンナ ンの 量 的 変 化 に よ るJ774.1
　 　 細 胞 の 炎 症性 サ イ トカ イ ン産 生 誘導.
　 　 (A)IL-1β,(B)IL-6,(C)MCP-1.平均 値 ±SEを示 す.
　 　**P<0,01,compared　with　medium　alone.
(41)
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J774.1細胞 か らサ イ トカイ ン産生 を誘導す ること
が で きな か った。 しか し,C.albicansの加熱 菌
体 では誘 導 され た ことか ら,い くつ か の菌 体成分
の 複合 的 な刺 激 に よ ってJ774.1細胞 か らサ イ ト
カイ ンが産生 され るこ とが考 え られ る。
　 今回使 用 したC.albicansは,生菌 を95℃で加
熱処 理 した もので ある。加熱 の過 程で さま ざまな
菌体成 分 が変性 して,複 合体 を形成 した可能性 も
あ る。 その よ うな複合 体 がTLRを 介 してJ774.1
細胞 を刺激 し,サ イ トカ イ ンを産 生 した こと も示
唆 され る。 その ため,実 際のC.albicansの生菌
の感 染で は起 こ りえない結果 で あるとの考 え も生
じる。 しか し,今 回示 したよ うな極 めて大量の サ
イ トカイ ン産 生 がアーテ ィフ ァク トによ るもの と
は考 え られ ない。 よって,今 後 はC.albicansの
菌 体処理 の方 法 を変 えて,い かな る成 分がサ イ ト






































多 く存在 した場合 には,Th2細胞へ の分 化が促進
され る19，27)。そ のた め,大 量 のMCP-1の 産 生 は,
Th　1細胞 が主体 をなす細胞 性 免疫 よ りもTh2細胞
が主体 をなす液 性免疫 を優先 的に誘導 す るもの と
なる19，25,27)。Th2細胞が 多 くなれ ば,C.albicansに
対す る細胞 性免疫 機 能 は低 下す る。MCP-1がC.
albicans菌体 の 刺激 で マ ク ロフ ァー ジ様 細 胞 か
ら多量 に産生 され る こ とは,C.albicansが体 内
か ら排 除 され に く くな る こ とを意 味 す る。 また,
MCP-1は単 球走 化 因子 と呼 ばれ てい るよ うに単
球 を微 生物 の侵 入 局所 に集 め る8，12，19，28，29)。その 際
にTh1細胞 が主体 を成す細 胞性 免疫 機能 が高 まっ
て いれ ば,C.albicansに対す る単 球 の貧 食機 能
が強 く亢 進 され ると考 える。 しか し,細 胞性 免疫
機能 よ りも液 性 免疫 機 能 が亢 進 してい る状 態 に
なって い るため,単 球 の貧食機 能 は充分で はない
ことが推察 で きる。
　一方,MCP-1と は逆 に産生量 が少 な いIL-6に
つ い て考 える。IL-6は,17型の ヘル パ ーT細 胞
で あ るTh17細胞 を未分 化T細 胞 か ら誘 導す るサ
イ トカ イ ンで あ る30)。Th17細胞 は,サ イ トカ イ
ンで あ るinterleukin-17(IL-17)を産生 す るヘル
パ ーT細 胞 と して同 定 され た31～33)。Th17細胞 が
誘導 され るためには,抗 原提 示細胞 か ら産生 され
るIL-6が未分 化T細 胞 に作 用す るこ とが必要 で
あ る30)。した が っ て,IL-6産生 が 亢 進 す る と
Th17が誘 導 され てIL-17が産 生 され る こ とにな
る30)。Th17細胞 は,マ ク ロ フ ァ ー ジ がC.
albicansを貧食 す る こ とを促 進す る作 用 を持 つ
こ と が 報 告 さ れ て い る23,34,35)。そ し て,C.
albicanｓ感 染 に対 す る宿主 の感 染 防御 の基 本 を
担 う重要 な リンパ球 と考 えられ てい る。本実験 結
果 で,C.albicans菌体 は細菌 の菌 体成 分 と比 較
してIL-6産生 誘 導能 が低 い こ とが示 され た。 こ
の結果 か ら,C.albicans感染 の場合 に はTh17細
胞が出現 しに くくな る可能性 が示 唆 され る。その
ため,宿 主 がC.albicansを殺菌 ・排除す ること
が困難 になる と考 え られ る。
　C.albicans菌体 の いか な る成 分 がJ774.1細胞
を刺激 して,選 択的 なサ イ トカイ ン産生 を誘 導す
るかは不明 であ る。可能性 が最 も高い ものはマ ン
ナ ンで ある36)が,C.albicans由来 の マ ンナ ンは
(42)
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